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SAUENVATTINC
Optische metingen aan de foÈochenie van visuele pigmenten van
vl iegen ín v ivo.
Het  oog is  voor  de mens,  maar ook voor  veel  d ieren het
belangr i jkste z intu ig.  Di t  gegeven maakt  het  proees van het
z ien tot  een int r igerend ondervrerp van wetenschappel i jk
onderzoek.  Van de vele v isuele systemen in het  d ierenr i jk  l igc
het  onderzoek aan dat  van de mens voor  de hand.  Di t  soor t
onderzoek kent  echter  z í jn  beperk ingen.  Enerz i jds is  het
mensel i jk  v isueel  systeem bui tengewoon complex en anderz i jds
kunnen een reeks van experimenten niet uitgevoerd \rorden.
Insekten en dan met  name v l iegen z i jn  b i jzonder geschikte
proefd ieren.  Hun v isuele systeem is  re lat ie f  eenvoudig van
opbouw en goed toegankel i jk  voor  in  v ivo onderzoek.
Het  z ien begint  met  het  invangen van fotonen door het
v isuele p ignent ,  dat  z ich in  de z intu igcel len van het  oog
bevindt. Orndat de overeenkomsten in de fotochemie van de
diverse v isuele p igmenten aanzienl i jk  is ,  heef t  het  onderzoek
daarvan in het  v isuele systeem van de v l ieg d i recte re levant ie
voor dat  van de mens.  Via l ichtvangst  ondergaat  een v isueel
pigrnentmolecuul een reeks toestandsveranderingen, ltaarvan er
één een keten van b iochemische processen act iveer t ,  welke
leiden tot een verandering in de membraanpotentiaal van de
zintu igcel .  Deze potenÈiaalverander ing wordt  aan hogere orde
zenuwcel len doorgegeven en resul teer t  u i te indet i jk  in  de
hersenen in een l ichtsensat ie.
Di t  proefschr i f t  beschr i j  f t  ín  v Ívo exper imenten aan de
brornvl ieg CaTTiphora erythrocephaTa,  waarbi j  het  v isuele
systeem opt isch wordt  gest imuleerd en waarbi j  de systeern-
react ie  op de st imulus opt isch wordt  gemeten.  Het  doel  van
deze experimenten is de fotochenie van het visuele pigment en
de spectra le e igenschappen van de molecula i re toestanden te
bes tuderen.
Het  pr imaire v isuele p igrnent  van de v l ieg is  een
xanthopsine (X) .  Een xanthopsine molecuul  bere ik t  na absorpt ie
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van een foton v ia een aanta l  in termedia i re toestanden de
thermostabie le toestand metaxanthopsine (M).  De intermedia i re
toestanden z i jn  b i j  normale omgevingstemperaturen n iet  thermo-
stabie l  en hebben dan ook een beperkte levensduur.  Omgekeerd
wordt rnetaxanthopsine na fotonvangst via een aantal andere
intermedia i ren r reer  teruggeconverteerd naar xanthopsine.  Aldus
ontstaat  een fotochemische cyc lus.
In hoofdstuk 2 is  deze cyc lus onderzocht  met  behulp van
nanoseconden laserpulsen.  Verander ingen in de t ransmiss ie van
een testpuls door  het  oog ten gevolge van een st imuluspuls
konden op een nanoseconden t i jdschaal  worden gemeten.  Deze
transmiss ieverander ingen t reden op,  a ls  achtereenvolgende
toestanden van het  v isuele p igment  een langere levensduur
hebben dan enige nanoseconden en aLs zí j  onder l ing verschi l -
lende absorpt iecoëf f ic ienten hebben voor  de gol f lengte van
het  test l icht .  In  f iguur  4 van hoofdstuk 2 zí jn  de resul taten
samengevat .  Op de "heenweg" z i jn  twee intermedia i ren B en L
meÈ levensduren van 0,7 er t  80 ps gekarakter iseerd,  terwi j l  op
de " terugweg" een intermedia i r  K kon worden aangetoond,  dat  4
p s  l e e f t .
Niet  a l t i jd  t reedt  er  convers ie op v/anneer een v isueel
p igmentrnolecuul  een foton absorbeert .  De opgenomen energie kan
ook  weer  wo rden  a fges taan  d .m .v .  f l uo rescen t i e .  He t  me ta -
xanthopsine M geef t  een duidel i jk  f luorescent ie-s ignaal ,
terwi j l  het  xanthopsine daarentegen n iet  meecbaar
f luoresceert .  Wanneer een oog met  in tens b lauw of  v io let  l icht
wo rd t  bes t raa ld ,  b l i j k t  e r  nog  een  me ta -ach t i ge  t oes tand  van
het  v isueel  p igment  te ontstaan:  metaxanthopsine M' .  Het  M'
onde rsche id t  z i ch  o .a .  daa r i n  van  M,  da t  he t  vee l  s te rke r
f l uo rescee r t .  I n  hoo fds tuk  3  z i j n  de  exc i ca t i e -  en  em iss ie -
spectra van M en M'  gemeten.  De emiss iespectra van zowel  M als
M'  hebben een maximum bi j  660 nm. De exci tat iespectra hebben
max ima  van  584  nm en  568  nm voo r  respec t i ve l i j k  M  en  M ' .
Van metaxanthopsine M'  is  v ia een enigszi -ns gecompl i -
ceerde nethode ook het  absorpt iespectrum gemeten.  Di t  is
beschreven in hoofdstuk 4,  en f iguur  3 toont  het  betref fende
spectrum.
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Op een t i jdschaal  van t ienden van seconden of  langer
spelen de in termedia i re toestanden van hoofdstuk 2 geen ro1.
He t  sys teem bes taa t  dan  u i t  xan thops ine  da t  o . i . v .  l i ch t  naa r
metaxanthopsine converteer t  en v ice versa.  I . Ianneer d i t  systeem
enige t i jd  wordt  bel icht  met  een bepaalde gol f lengte,  dan
ste l t  z ich een evenwicht  tussen de hoeveelheden X en M in.  De
l igging van d i t  evenwicht  wordt  bepaald door de gebruik te
gol f lengte en de absorpt iespectra van X en M. De f ract ie  van
het  v isueel  p igment ,  dat  in  de metaxanthopsine toestand
verkeert ,  a ls  funct ie  van de gol f lengte van het  gebruik te
l icht ,  vrordt  fo toëvenwicht-  of  f ract ie-spectrum genoemd. In
hoofdstuk 5 is  d i t  f ract ie-spectrum gemeten,  waarbi j  de
f luorescent ie is  gebruik t  a ls  moni tor  voor  de f ract ie  meta-
xanthopsine ( f iguur  4) .  Met  dezel fde techniek is  ook de zgn.
donker-convers ie van de metaxanthopsines M en M'  gemeten.
Wanneer  n l .  d .m .v .  be l i ch t i ng  me t  een  gesch i k te  go l f l eng te  he t
evenwicht  in  de r icht ing van l ' Í  is  verschoven,  dan b l i jk t
vervolgens M in het  donker weer te verdwi jnen en de hoeveel-
he id  X  toe  te  nemen .  I e t s  de rge l i j k s  t r eed t  ook  op  b i j  M ' .
Deze  conve rs ies  z i j n  ech te r  l angzame p rocessen  me t  t i j d -
constanten van respect ievel i jk  30 minuten voor  M en 12 minuten
v o o r  M t .
Binnen de z intu igcel  is  het  v isueel  p igment  gelocal iseerd
in het  zgn.  rhabdomeer,  een c i l indervormig gespecia l iseerd
deel  van het  ce lmembraan,  vergel i jkbaar met  de staaf jes van
he t  mense l i j k  oog .  Doo r  een  b rek ings index -ve rsch i l  me t  de
omgeving fungeert een rhabdomeer voor invallend l icht als een
go l f ge le ide r .  L i ch t  van  een  bepaa lde  go l f l eng te ,  da t  i n  de
go l f ge le ide r  c .q .  r habdomeer  wo rd t  i ngekoppe ld ,  wo rd t  op  z i j n
re is  door  het  rhabdomeer door  het  v isueel  p igment  geabsorbeerd
( tenzi j  de gol f lengte bui ten het  absorpt iespectrum van zowel  X
a l s  M  va l t ) .  H ie rdoo r  zaT  z i ch  i n  he t  a lgemeen  een  n ieuw
evenwicht  tussen X en M gaan inste l len.  Doordat  het  ingekop-
pe lde  l i ch t  doo r  abso rp t i e  ve rzwak t  wo rd t ,  za I  he t  i ns te l l en
van het nieuwe evenwicht niet overal in het rhabdomeer even
snel  gaan.  Daardoot  zaI  de verhouding tussen X en M in het
rhabdomeer t i jde l i jk  inhomogeen worden.  In de exper imenten van
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de voorgaande hoofdstukken kon d i t  e f fect  en het  gol fgele ider-
effect van de rhabdoneren door de aard van de experimenten
worden genegeerd.  Hoofdstuk 6 presenteer t  een model  van de
interact ie  tussen l icht  en rhabdomeer,  waar in deze ef fecten
worden meegenomen. Dit model is gebruikt voor computersimula-
Èies van exper imenten,  waarbi j  de t ransmiss ie van heÈ oog werd
gemeten. De consistentie van de sinulaties met de experimenten
ondersteunen het gebruikte model. Dit rnodel zaI val:. waarde
kunnen z i jn  b i j  toekomst ige studies.
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